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研究成果の概要（和文）： 
EML4-ALKならびに KIF5B-ALK融合型がん遺伝子にはいくつかの融合バリアントが存在するが、

我々はこれら融合型 ALK キナーゼの全てのバリアントを検出する multiplex	 RT-PCR 法を開発し

て、ALK 肺がん研究会における前向き診断スクリーニングプロジェクトを行った。その結果 754

例の肺がん症例中 32 例が EML4-ALK 陽性であることが確認され、新規融合バリアントも存在する

事が明らかになった。我々が開発した multiplex	 RT-PCR 法は実臨床においても

EML4-ALK/KIF5B-ALK を正確に診断可能な分子診断法として用いることができると言える。	 

	 

 
研究成果の概要（英文）： 

EML4-ALK and KIF5B-ALK lung cancer oncogenes have various fusion variants. We 
thus developed a multiplex RT-PCR system to capture all possible in-frame fusions for 
these oncogenes, and conducted a large-scale, prospective screening for Japanese cohort 
of the ALK-Lung Cancer Study Group. Examination of such specimens with RT-PCR 
detected 32 cases positive for EML4-ALK from a total of 754 individuals with lung 
cancer. We further detected a novel variant of EML4-ALK cDNA. These data confirm 
the clinical utility of multiplex RT-PCR system in the diagnosis of lung caner harboring 
EML4-ALK/KIF5B-ALK. 
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１．研究開始当初の背景	 

肺がんは我が国及び欧米先進国における

がん死数の第一位を占める予後不良の疾患

であり、世界中で毎年 130 万人が、また日

本だけでも年間 6 万人以上が肺がんのため

に亡くなっている。旧来の抗がん剤による

化学療法の有効性は十分とは言えず、新た

な治療法が期待されている中、2004 年に主

にアジア人の若年非喫煙者に発症する肺が

んの 2~4 割において上皮成長因子受容体

（EGFR）遺伝子変異が認められ、これら肺

がんに対して EGFRの特異的酵素活性阻害剤

である gefitinib/erlotinib（商品名イレッ

サ/タルセバ）が著効を示すことが報告され

た。	 

我々は EGFR遺伝子変異のように直接的に

肺がんの原因となっているがん遺伝子を同

定することを目的に、レトロウィルスライ

ブラリーを用いた独自の cDNA機能スクリー

ニング法を開発し、これを用いて喫煙歴を

持つ肺腺がん切除検体を解析した結果、微

小管結合タンパクをコードする EML4遺伝子

と受容体型チロシンキナーゼをコードする

ALK 遺伝子とが融合した新しいがん遺伝子

EML4-ALK を発見することに成功した（申請

者ら	 Nature	 448:561,2007）。本融合の結

果、ALK のキナーゼドメインが EML4 タンパ

クのアミノ末端側とつながり、キナーゼ活

性が上昇した融合型チロシンキナーゼが産

生されるのである。	 

さらに EML4-ALKを肺胞上皮特異的に発現

するトランスジェニックマウスを作成した

ところ同マウスは速やかに多発肺腺がんを

発症した。しかも同マウスに特異的 ALK 酵

素活性阻害剤を投与したところ、速やかに

肺がんは消失した。以上より EML4-ALK 陽性

肺がんに対して ALK 活性阻害剤が有効な治

療薬となることが in	 vivo において証明さ

れ た の で あ る （ 申 請 者 ら 	 PNAS	 

105:19893,2008）。	 

我々の発見をうけて、多くの製薬会社が

ALK 阻害剤の開発を開始しており､中でも一

社は既に米国･韓国･オーストラリアにおけ

る第一相･第二相臨床試験を終了した｡その

結果は 2010 年の NEJM誌に発表されたが､ALK

阻害剤（crizotinib）単剤治療による腫瘍コ

ントロール率が 90%で､完全寛解症例も含ま

れるという驚くべき治療効果であった（Kwak	 

EL	 et	 al.,	 N	 Engl	 J	 Med	 363	 :1693,	 2010）｡

この crizotinib による第三相臨床試験は日

本においても開始され､また別の製薬会社の

ALK 阻害剤による第一相臨床試験も 2010 年 9

月から我が国で開始された｡ 

	 

２．研究の目的 
チロシンキナーゼの活性阻害剤である

ALK 阻害剤は、活性型 ALK キナーゼを有する

症例にしかその効果は認められない｡した

がって ALK 阻害剤が適切に臨床応用される

ためには融合型 ALK 陽性肺がんを正確かつ

感度良く検出する診断法の開発･確立が極

めて重要となる｡そこで我々は、我が国の融

合型 ALK 陽性肺がん症例をボランティアで

診断する all-Japan の診断ネットワーク

「ALK 肺がん研究会」を 2009 年に設立し、

診断活動を行ってきた。またそこで陽性と

なった症例に対しては、患者が希望すれば

海外(韓国ソウル大学附属病院)への治験参

加をサポートすることにして診断活動を行

った。	 

本研究プロジェクトでは、EML4-ALK およ

び KIF5B-ALK 融合遺伝子の両者を検出する

multiplex	 RT-PCR 法を用いた前向き検証を

行い、またそれと平行してパラフィン包埋

標本が得られる症例については ALK 免疫組

織染色によるスクリーニングも行う。これ



らの解析結果を統合し、実際に臨床の場に

おける融合 ALK 陽性肺がんの診断プロセス

として適切な形を提言したい。	 

	 

３．研究の方法	 

EML4 および ALK 遺伝子はどちらも正常細

胞の 2 番染色体短腕上に互いに反対向きに

存在するため、EML4-ALK の融合点を挟むプ

ライマーを用いて RT-PCRを行った場合には

EML4-ALK 陽性がん細胞でのみ PCR 産物を生

じる。したがって両遺伝子の融合点を標的

とした RT-PCR法は理論上偽陽性が存在せず、

しかも PCR 法で検出できるので極めて高感

度な融合型 ALK 陽性肺がんの分子診断法と

なる。	 

ただし ALK 側の融合点が常にエキソン 20

であるのに比し、EML4 側は様々な融合点が

存在するため（申請者のグループら、

Cancer	 Res	 68:4971,	 Clin	 Cancer	 Res	 

14:	 6618）、これら様々な in-frame	 fusion

を全て検出することのできる multiplex	 

RT-PCR 法を開発することが必要である。

我々が別に発見した KIF5B-ALK 融合キナー

ゼを含め（Clin	 Cancer	 Res	 15:	 3143）、

これら融合型 ALK キナーゼの全てのバリア

ントを検出する multiplex	 RT-PCR を用いる。

また本解析では喀痰、胸水、気管支洗浄液、

切除凍結生標本など様々な臨床試料を用い

た解析を行い、RT-PCR が信頼性良く使用可

能なことを確認する。一方、フォルマリン

処理により RNA が変性しているパラフィン

包埋標本から融合型 ALKを検出するために、

抗 ALK 抗体を用いた高感度免疫組織染色法

も新たに開発した（Clin	 Cancer	 Res	 15:	 

3143）。	 

そこで本計画では、現在も解析遂行中の

検体を含め、ALK 肺がん研究会の診断活動に

おける全ての multiplex	 RT-PCR 解析結果、

免疫組織染色法解析結果および FISH法解析

結果を統合し、それぞれの解析法による診

断結果の一致率を検証し、またその精度が

対象試料の種類によりどのように影響され

るかを明らかにする。	 

	 

４．研究成果	 

実際に我々は 851 症例、計 916 種類の臨

床検体を収集して、それぞれの検体から

cDNA を調整し、内部コントロール遺伝子で

ある RNaseP の発現を検討した。その結果、

原発性非小細胞肺がん 754 例、808 種類の検

体が十分な質の cDNAであることが確認され

た。これら検体のうち 536 検体(66%)が気管

支洗浄液や気管支擦過液などの気管支内細

胞由来の細胞液が占め、次いで胸水が 103

検体(13%)、凍結生検体が 57 検体(7.1%)、

喀痰が 35検体(4.3%)で他にも経気管支肺生

検(TBLB)や針生検(TBNA)組織や心嚢液、腹

水、転移リンパ節組織など様々な種類の試

料が解析された。	 

Multiplex	 RT-PCR 法による解析の結果 36

検体（32 症例）(4.24%)が EML4-ALK 陽性で

ある事が確認され、その内訳は EML4 エキソ

ン 13 と ALK エキソン 20 バリアント

(E13;A20)が 19 例、E20;A20 バリアントが 1

例、E6a/b;A20 が 10 例、E18;A20 バリアン

トが 1 例、そして新規バリアントが 1例で

あった。陽性となった 36 検体の内訳は、気

管支洗浄液が 11 検体と最多で、次いで

TBLB/TBNA組織が8検体、切除組織が7検体、

胸水が 5検体、喀痰が 4検体、転移リンパ

節組織が 1検体であった。EML4-ALK陽性例

は全て肺腺がんであり、腺がんの約 6%に陽

性であり、50 歳以下の EGFR 遺伝子変異陰性

肺腺がん症例に限定すると 28%(18/65)にま

で陽性率は上昇することも明らかになった。

さらに平均発症年齢は 48.3 才であり、



EML4-ALK陰性例の65.5才に比べて有意に若

年発症であり（P	 <0.001）、EML4-ALKは女性

に好発し（P	 <0.001）、非喫煙者あるいは軽

度喫煙者に多いことも示された（P	 <0.001）。	 

また陽性例 14例が海外の ALK 阻害剤臨床

試験に参加したところ奏功率は 100%であっ

た点から、正確な陽性診断が行われたこと

が裏付けられた。	 

免疫組織染色法と RT-PCR法の両者で解析

可能であった検体は 15 例であり、そのうち

2例では免疫組織染色ならびに FISH 法では

陰性であったが、少なくともその 1例はゲ

ノムの融合点が確認できたため、真の

EML4-ALK 陽性症例であったと考えられる

（申請者ら Clin	 Cancer	 Res	 18:	 5682,	 

2012）。	 

以上より我々が開発した EML4-ALKならび

に KIF5B-ALK を検出する multiplex	 RT-PCR

法は、融合型 ALK キナーゼ陽性肺がん症例

を感度・精度良く検出可能な分子診断法で

ることが証明され、良好な RNA が抽出可能

な検体でさえすれば実臨床における ALK 診

断法として有用であることが示された。	 
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